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COMPOSITION COSMETIQUE ET/OU PHARMACEUTIQUE 
COMPRENANT UNE METALLOTHIONEINE 

Domains de. rinventjog 

L'invention concerne une composition cosmetique et/ou 
pharmaceutique comprenant des proteines de type metallothioneine 
(MT), qui convient a la protection externe contre un contact avec les 
metaux lourds et/ou les rayonnements ultraviolets. 
Etat de la techniq ue 

La metallothioneine (MT) represente un ensemble de proteines a 
faible masse moleculaire, riches en cysteine, a meme de lier les ions de 
metaux monovalents et trivalents tels que les ions des metaux lourds 
du groupe lib. Elles sont entre autres largement distribuees entre les 
especes et plantes eucaryotes (Hamer DH, Ann. Revc. Biochem, 
55:913-951, 1986 ; Dunn et al., Pro Soc Exp Biol Med 185:107-119 
1987). 

La demande ES 2087652 T3 (equivalente a EP 557042B) decrit 
Utilisation d'une MT dans une preparation cosmetique ou 
pharmaceutique pour la protection externe des tissus humains ou 
animaux contre un contact par des metaux lourds. La MT a utiliser se 
presente de preference sous sa forme apoproteine, c'est-a-dire sous 
une forme dans laquelle la MT est depourvue d'ions de metaux lourds 
lies (voir colonne 4, lignes 12-17). 

Les articles Hanada et al., Photodermal Photoimmunol Photomed 
9:209-213 1992/1993; Hanada et al, Journal Investigative 
Dermatology III(4):582-585, 1998) exposent que la MT joue un role 
dans la protection de la peau contre le rayonnement ultraviolet du 
soleil. Dans le dernier article ci-dessus, ceci est demontre par une 
comparaison de souris sans MT, presentant une deficience en genes de 
la MT, a des souris normales. Ce fait est en outre etaye par Anstey et 
al. (Journal Pathology 178:84-88, 1996), qui presente une 
augmentation de la MT dans le derme de la peau humaine exposee aux 
rayonnements UV. 

CN 1092974 A decrit une composition cosmetique assurant une 
protection contre le rayonnement UV, qui contient de la MT, dans 
laquelle la majorite des proteines MT sont sous leur forme apoproteine 
libre (c'est-a-dire sans ions de metaux lourds lies). 

JP 06009362 A decrit aussi une composition cosmetique contre 
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les rayonnements UV, comprenant une MT, dans laquelle la majorite 
des proteines MT sont sous leur forme apoproteine libre, et dans 
laquelle des ions Zn sont ajoutes a la composition, c'est-a-dire que les 
ions Zn ne sont pas directement lies a la MT, mais represented une 
partie distincte de la solution de la composition. 

Le probleme a resoudre par la presente invention est de fournir 
une composition cosmetique et/ou pharmaceutique amelioree pour la 
protection externe des tissus humains ou animaux (a) contre un 
contact par des metaux lourds et/ou (b) contre les rayonnements 
ultraviolets. 

La solution consiste a utiliser, dans la composition, des 
proteines metallothioneines (MT) produites par recombinaison, des 
ions Zn etant specifiquement ajoutes pendant l'operation de 
production de la Mt par recombinaison, de sorte que l'operation de 
recombinaison conduit a des proteines MT, dans lesquelles la majorite 
des proteines MT comprennent un groupement prosthetique a ion Zn 
lie. 

En consequence, un premier aspect de l'invention concerne une 
composition cosmetique et/ou pharmaceutique sous forme d'un gel, 
d'une creme, d'un onguent, d'un savon ou d'une lotion corporelle, pour 
la protection externe des tissus humains ou animaux (a) contre un 
contact par des metaux lourds et/ou (b) contre un rayonnement 
ultraviolet, caracterisee en ce qu'elle comprend des proteines 
metallothioneines (MT), ou la majorite des proteines MT comprennent 
un groupement prosthetique a ion Zn lie, et que l'on peut obtenir par 
un procede comprenant les etapes suivantes : 

(a) construction, par des techniques de recombinaison d'ADN, 
d'une cellule de production comprenant un produit de synthese d'ADN 
qui comprend une sequence d'ADN codant pour une MT presentant un 
interet et qui est capable de produire la MT ; 

(b) culture de la cellule de production dans un milieu approprie, 
pendant un laps de temps approprie, dans des conditions appropriees, 
dans lesquelles la cellule produit la MT, et ou le milieu comprend des 
ions Zn en une quantite molaire suffisante pour permettre que la 
majorite des proteines MT produites comprennent un groupement 
prosthetique a ion Zn lie, et que le milieu ne comprend essentiellement 
pas d'ions Pb, Cd, Cu, Ag, Hg ou Bi ; 
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(c) isolement des proteines MT produites, la majorite des 
proteines MT comprenant un groupe prosthetique a ion Zn lie. 

Us proteines MT sont des proteines ayant une forte tendance a 
loxydation, quand elles se presentent sous leur forme apoproteine, 
cest a dire sans groupement prosthetique a ion d'un metal lourd lie 
Au contraire, les MT comportant un tel groupement prosthetique a ion 
d un metal lourd lie sont tres stables et peuvent etre efficacement 
uulisees pour un traitement extra-cellulaire. 

En consequence, un avantage par rapport aux compositions de 
la technique anterieure, dans lesquelles la plus grande partie des 
proteines MT se presentent sous leur forme apoproteine, reside dans le 
fait que les proteines MT d'une composition telle que decrite dans 
1 invention se presentent sous une forme beaucoup plus stable. Cela 
est particulierement vrai quand la composition doit etre utilisee pour 
une protection externe. Ici, la composition est placee par exemple 
directement sur la peau, et les proteines MT sont done dans un 
envxronnement extra-cellulaire, ce qui rend la forme apoproteine de la 
MT tres sensible a 1'oxydation. 

Les proteines MT ont des affinites differentes pour differents 
metaux lourds. L'echelle de cette affinite est la suivante : 
Zn<Pb<Cd<Cu<Ag<Hg<Bi. En consequence, un complexe MT-Zn va en 
presence d'ions Cd liberer le Zn et le remplacer par Cd pour donner un 
complexe Mt-Cd. On sait que tous les metaux lourds Pb, Cd, Cu Ag 
Hg et Bi sont presents dans l'atmosphere, et on sait qu'ils sont nocifs 
pour lliomme et l'animal. Au contraire, Zn est 1'un des elements les 
plus abondants dans l'organisme, et joue un role avantageux 
fondamental pour ce dernier. 

Si les proteines MT sont purifiees directement a partir d'une 
plante (par exemple corame suggere dans la demande EP 242799 A2) 
ou d'un tissu provenant d'autres sources naturelles, telles que les 
animaux et les microorganismes (comme suggere par exemple dans 
ES 2087652 T3, colonne 2, lignes 53-59), on obtiendra un melange de 
proteines MT, en ce sens qu'un certain nombre de ces dernieres vont 
se presenter sous leur forme apoproteine, tandis que d'autres vont 
avoir des ions Pb, Cd, Cu, Ag, Hg ou Bi lies, certaines d'entre elles 
pouvant avoir des ions Zn lies. La majorite de ces proteines MT 
punfiees ne va manifestement pas avoir d'ions Zn lies, entre autres en 
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raison de l'echelle d'affinite presentee ci-dessus. 

En consequence, un avantage par rapport aux compositions de 
la technique anterieure, qui comprennent des proteines MT purifiees 
directement a partir d'une source naturelle, est que les proteines MT 
d'une composition telle que decrite dans l'invention peuvent 
efficacement jouer le role d'une source de Zn pour l'organisme, c'est-a- 
dire que les proteines MT vont liberer le Zn pendant la capture des 
metaux lourds nocifs Pb, Cd, Cu, Ag, Hg et Bi (voir l'echelle d'affinite 
ci-dessus). 

Dans les compositions cosmetiques dans lesquelles les ions Zn 
represented une partie distincte de la solution de la composition, le 
pH doit etre maintenu a une valeur de pH acide relativement fort, pour 
maintenir les ions en solution. Ce n'est pas le cas avec une 
composition telle que decrite dans l'invention, qui peut parfaitement 
avoir un pH proche de la neutrality c'est-a-dire un pH de 5 a 6,5 ou de 
preference de 5,5 a 6. II est naturellement avantageux que, par 
exemple, une composition cosmetique ait un pH proche du neutre. 

Dans un deuxieme aspect, l'invention concerne Utilisation de la 
composition telle que decrite, pour la protection cosmetique externe de 
tissus humains ou animaux contre (a) un contact par des metaux 
lourds et/ou (b) un rayonnement UV, par administration topique de la 
composition sur les tissus. 

L'invention concerne en outre un procede de production de la 
composition decrite dans l'invention, et Putilisation de proteines 
metallothioneines (MT), ou la majorite des proteines MT comprennent 
un groupe prosthetique a ion Zn lie, et que l'on peut obtenir par un 
procede correspondant au premier aspect de l'invention, pour preparer 
une composition cosmetique et/ou pharmaceutique sous forme d'un 
gel, d'une creme, d'un onguent, d'un savon ou d'une lotion corporelle 
pour protection externe de tissus humains ou animaux (a) contre un 
contact par des metaux lourds et/ou (b) des rayonnements UV. 

Un dernier aspect concerne une proteine MT isolee, telle que 
celle qui peut etre obtenue par une technique de recombinaison 
destinee a preparer la MT telle que decrite dans l'invention. 
Definitions : 

Avant d'etudier des formes de realisation detaillees de 
l'invention, une definition va etre fournie de termes specifiques 
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concernant les principaux aspects de l'invention. 

L'expression "composition cosmetique et/ou pharmaceutique" 
designe dans l'invention une composition pouvant etre utilisee pour la 
protection externe de tissus humains ou animaux (a) contre un contact 
par des metaux lourds et/ou (b) des rayonnements ultraviolets, c'est-a- 
dire qu'elle doit pouvoir etre appliquee sur les tissus externes, tels par 
exemple que la peau. LTiomme de metier connait les ingredients 
convenant a cette fin. 

L'expression "metallothioneines (MT)" : les MT sont isolees de 
tissus animaux, de plantes et de micro-organismes. Ce sont des 
proteines non globulaires, situees en position intracellulaire, 
essentiellement dans le cytoplasme, et elles ont ete isolees chez les 
mammiferes en de tres grandes quantites, a partir des tissus 
parenchymateux du foie, des reins et des intestins. 

La classification et la nomenclature des MT dont il est question 
dans l'invention est celle qui est recommandee par "The Committee on 
the Nomenclature of Metallothionein", First International Meeting on 
Metallothioneins and other Low Molecular Weight Metal-Binding 
Proteins (Comite de Nomenclature des Metallothioneines, Premiere 
Rencontre Internationale sur les Metallothioneines et d'autres 
Proteines a Faible Masse Moleculaire se liant a des Metaux), Zurich, 
Juillet 1978. 

On reconnait actuellement trois classes de MT, comme suit : 
Classe I 

Dans cette classe sont inclus tous les polypeptides dont la 
structure primaire est reliee a la MT du rein du cheval. Ce materiau est 
caracterise par les particularites suivantes : 

(i) masse moleculaire 6000-7000 ; 

(ii) haute teneur en metaux ; 

(iii) composition caracteristique en acides amines (haute teneur 
en cysteine, aucun acide amine aromatique) ; 

(iv) distribution unique en son genre de residus cysteine dans la 
sequence d 'acides amines ; 

(v) particularites spectroscopiques caracteristiques des 
complexes metal- thiolate et des amas metal-thiolate. 

Classe II 

Cette classe comprend les formes presentant seulement une 
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correspondance legere, ou sans evolution, avec les formes mammiferes 
pour ce qui conceme la structure primaire. Des exemples en sont les 
MT provenant de l'oursin et de N crassa. Cependant, elles ont la meme 
aptitude que les MT de la classe I a former des complexes metal- 
thiolate et des amas metal-thiolate. 



Classe III 

Cette classe comprend des oligo - et polypeptides atypiques 
homologues de structure generale (Glu-Cys)„X ou n vaut de 2 a 8 et X 
est un acide amine tel que la glycine ou la beta alanine. On les appelle 
souvent des phytochelatines, et ils ont ete isoles de tissus vegetaux et 
fongiques. 

Ces MT peuvent se presenter sous forme de structures 
oligomeres constitutes de deux chaines ou plus, ayant une difference 
de masse moleculaire de 500 a 2000 daltons, liees par l'intermediaire 
de ponts metal-thiolate et/ou par des liaisons disulfures. 

Ainsi, on peut voir que le terme «metallothioneine» englobe une 
tres large variete de proteines ayant des structures et des tallies 
differentes, mais partageant une aptitude commune a lier les ions 
metalhques dans les complexes avec les chaines laterales de la 
cysteine, pour former des amas metal-thiolate discrets. Les sequences 
dacxdes amines de metallothioneines typiques des Classes I, II et III 
sont consignees dans le Tableau I ci-dessous. 

lableau_J: Sequences d'acides amines de certaines metal- 
lothioneines des Classes I, II et III 



Organisme 


Sequence d'acides amines 


MT-II humaine (classe I) 
Nom de l'entree dans la base de 
donnees SWISS-PROT : «MT2 
HUMAN. 

Saccharomyces cerevisiae (classe II) 
Rauvolfia serpentia 


-Ac-MDPNCSAA GDSCTCAGS CKCKE 
CKCTSCKKS CCSCCPVGCA KCA 
QGCICKGASDK CSCCA 

QNEGHECQCQCGSCKNNEQCQK 
SCSCPTGCN SDDKCPCGNKSEET 
KKSCCSGK 
(glu-Cys)n = Gly„ = 4,8 
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Selon Iteration, on peut utiHser des polypeptides ayant les 
caractenstaques fonctionnelles des metallothioneines decrites ci- 
dessus. lis peuvent etre caracterises en ce qulls ont des sequences 
specifiques a 1'interieur de la chaine peptidique, tels que Cys-Cys, Cys- 
x-Cys et Cys-X-Y-Cys, dans lesquelles X et Y sont des residus autres 
que Cys. 

Ainsi, la MT utiHsee selon Invention peut etre une 
metal othioneine de la classe I et/ou de la classe II et/ou de la classe 
III, selon les definitions donnees par la convention internationale sur la 
nomenclature. 

A la date de depot, de nombreuses sequences appropriees de 
~ e D ir 6taiCnt bibles dans la base de donnees publiques 
™ " Entre autres ' fl des suivantes (les noms d'entree de 
bWISS-PROT sont soulignes) : MT1A BOVTN METALLOTHIONEIN- 1A 
(MT- LA) (MTC). (GENE :MT1A OR MT- 1 A} - Bos tauraus (Boeuf), Ovis 
anes (Mouton) ; MT1A HORSE METALLOTHIONEIN- 1 A (MT-1A). Equus 
caballus (Cheval) : MT1A HUMAN METALLOTHIONEIN- 1A (MT- 1 A) 
GENE:MT1A} - Homo sapiens (Humain) ; MT1A RABTT METAL- 

M^^"^ (MT " 1A) - " 0r ^ Ctola S us cu niculus (Lapin); MT2 RABIT 
METALLOTHIONEIN-IIA (MT-2A) . - Oryctolagus cuniculus (Lapin, • et 
MT2_HUMAN METALLOTHIONEIN-II (MT-II,.(GENE: MT2A OR Mli - 
Homo sapiens (Humain). 

L'expression «<la majorite des proteines MT comprennent un 
groupement prosthetique a ion Zn lie» signifie qu'au moins 60 % du 
total des proteines MT produites par recombinaison et incorporees 
dans la composition cosmetique et/ou pharmaceutique comprennent 
un groupement prosthetique a ion Zn lie ; de preference, au moins 
'5 /, du total des proteines MT produites par recombinaison 
incorporees dans la composition cosmetique et/ou pharmaceutique 
comprennent un groupement prosthetique a ion Zn lie, plus 
preferablement au moins 90 % du total des proteines MT produites par 
recombinaison et incorporees dans la composition cosmetique et/ou 

pharmaceutique comprennent un groupement prosthetique a ion Zn 
ie et encore plus preferablement, sensiblement toutes les proteines 

MT produites par recombinaison et incorporees dans la composition 

cosmetique et/ou pharmaceutique comprennent un groupement 

prosthetique a ion Zn lie. 



2813529 



Us norabres mentionnes ci-dessus doivent etre mesures au 
moment ou les proteines MT sont incorporees dans la composition 
cosmetique et/ou pharmaceutique. En raison de la grande stabilite des 
complexes MT-Zn, le rapport va se maintenir essentiellement inchange 
dans les conditions normales de stockage de cette composition 
cosmetique et/ou pharmaceutique. Cependant, le rapport va bien 
entendu changer quand la composition est utilisee comme decrit dans 
l'invention, du fait par exemple que le complexe MT-Zn est transforme 
en un complexe par exemple MT-Pb. 

La methode a utiliser pour verifier si une proteine MT comprend 
un groupement prosthetique a ion Zn est de preference la methode de 
la spectrometrie d'emission par plasma a couplage inductif (ICPAES). 
Voir "Bongers J. et al ; Micromolar protein concentrations ADN 
metaUoprotein stoichiometrics obtained by inductively-coupled- 
plasma-emission- spectrometry determination of sulphur ; Analyt 
Chem. 60:2683-2686 (1988)" pour plus de details concernant la 
methode ICPAES. 

L'Expression "groupement prosthetique" designe un groupe 
chimique non proteique (par exemple, un atome metallique) lie a une 
proteine, comme c'est le cas avec de nombreuses proteines formant 
habituellement une partie du site actif, et essentiel pour l'activite 
biologique. 

Le terme "apoproteine" designe la partie proteique de la proteine 
restant apres elimination du groupement prosthetique. 

L'expression "techniques de recombinaison dADN" de l'etape (a) 
du premier aspect designe des techniques de genetique moleculaire, 
comprenant l'analyse par les enzymes de restriction, le clonage de 
l'ADN, lTiybridation de 1ADN, ramplification PCR, le sequencage de 
l'ADN, etc., qui sont utilises pour produire et exploiter des ADN 
recombinants. 

L'expression "le milieu comprend des ions Zn en une quantite 
molaire suffisante pour garantir que la majorite des proteines MT 
produites comprennent un groupement prosthetique a ion Zn lie" de 
l'etape (b) du premier aspect doit etre comprise comme signifiant que le 
milieu comprend une quantite d'ions Zn suffisante pour arriver a l'effet 
selon lequel la majorite des proteines MT produites vont comprendre 
un groupement prosthetique a ion Zn lie. LTiomme de metier sait 
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comment ajuster la quantite d'ions Zn sur la base de la quantite de 
proteines MT produites a l'interieur de la cellule de production choisie. 
D\ine maniere generate, la quantite molaire des ions Zn doit de 
preference etre au moins proche de la quantite molaire de la MT 
produite, plus preferablement la quantite molaire des ions Zn doit etre 
au moins trois fois superieure a la quantite molaire de la MT produite 
et, de fagon plus preferee, la quantite molaire des ions Zn doit etre au 
moins cent fois superieure a la quantite molaire de la MT produite. Les 
ions Zn peuvent de preference etre ajoutes au milieu sous forme par 
exemple de ZnCl 2 , de Znl 2 ou de Zn(N0 3 )2.6H 2 0, ou de composes 
chimiques analogues. 

L'expression «le milieu ne comprend essentiellement pas d'ions 
Pb, Cd, Cu, Ag, Hg ou Bi» de l'etape (b) du premier aspect doit etre 
comprise en relation avec l'expression immediatement ci-dessus, en ce 
sens que le milieu peut comprendre une petite quantite de ces ions, 
mais ils ne doivent pas etre presents en une quantite qui va affecter le 
resultat recherche global, selon lequel la majorite des proteines MT 
produites doivent comprendre un groupement prosthetique a ion Zn 
lie. Ltiomme de metier, en se fondant sur ses connaissances generates, 
sait comment effectuer 1'ajustement. De preference, aucun des ions Pb, 
Cd, Cu, Ag, Hg ou Bi ne doit etre present dans le milieu en une 
quantite molaire superieure a 10 % de la quantite molaire de la MT 
produite, plus preferablement aucun des ions Pb, Cd, Cu, Ag, Hg ou Bi 
ne doit etre present dans le milieu en une quantite molaire superieure 
a 1 % de la quantite molaire de la MT produite, et encore plus 
preferablement aucun des ions Pb, Cd, Cu, Ag, Hg ou Bi ne doit etre 
present dans le milieu en une quantite molaire depassant 0,1 % de la 
quantite molaire de la MT produite. 

L'expression «isolement des proteines MT produites» de l'etape (c) 
du premier aspect signifie que les proteines MT sont de preference 
isolees jusqu'a une purete d'au moins environ 10 %, plus 
preferablement jusqu'a une purete d'au moins environ 40 % et de 
fagon encore plus preferee jusqu'a une purete d'environ 95 %, telle que 
determinee par SDS-PAGE. L'expression «isolement des proteines MT 
produites» peut s'exprimer aussi par «purification des proteines MT 
produites». 

Des formes de mise en ceuvre de la presente invention sont 
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decrites ci-dessous, sous forme d'exemple(s) seulement. 
Description detaillee de l'invention : 
Composition cosmetique et/ou pharmaceutique : 
La composition doit pouvoir etre utilisee pour la protection 
externe des tissus humains ou animaux (a) contre un contact par un 
metal lourd et/ou (b) contre un rayonnement ultraviolet, c'est-a-dire 
qu'elle doit pouvoir etre avantageu semen t placee sur les tissus 
externes, tels que la peau. LTiomme de metier sait d'une maniere 
generate incorporer les ingredients appropries a cette fin. 

II est preferable que les compositions de l'invention soient 
formulees sous forme de gels, de cremes, de pommades ou de lotions 
pour le corps. En outre, il est envisage que les compositions de 
l'invention soient formulees de facon a etre appliquees sur les parties 
exposees du corps sous forme d'une creme barriere ou d'un fond de 
teint, qui de preference peut comprendre un colorant et/ou un parfum 
inertes d'un point de vue dermatologique. 

On prefere tout specialement que les compositions soient 
formulees sous forme d'un melange filmogene resistant a l'eau, qui 
peut comprendre par exemple des huiles, des cires, des huiles de 
silicone ou d'autres materiaux excipients hydrophobes inertes 
analogues. II est naturellement souhaitable que ces materiaux 
n'interagissent pas avec les groupes sulfhydrile des proteines MT. Les 
compositions sont de preference resistantes a l'eau et sont de 
preference capables de rester sur la peau tout au long des activites 
normales du jour, tout en pouvant etre eliminees simplement par 
lavage avec un detergent, tel qu^in savon. 

Des formes de realisation de l'invention concement : 

- la composition cosmetique et/ou pharmaceutique telle que 
decrite ici, qui comprend en outre un excipient inerte d'un point de vue 
physiologique et convenant a une administration topique ; 

- la composition cosmetique et/ou pharmaceutique telle que 
decrite ici, cette composition comprenant de 0,0000001 a 10 % (en 
poids) du polypeptide MT, de preference de 0,000001 a 5 % en poids 
du polypeptide MT, plus preferablement de 0,000005 a 1 % (en poids) 
du polypeptide MT, et encore plus preferablement de 0,000005 a 
0,0005 % (en poids) du polypeptide MT ; et/ou 

- la composition cosmetique et/ou pharmaceutique telle que 
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decnte ici, la composition etant un gel pour le bain, un savon liquide 
un shampoing, un shampoing conditionnant, un tonique capillaire, un 
baume apres rasage, une lotion solaire (de preference de protection 
moyenne), un tonique pour le visage, une lotion humectante, un gel- 
lapTau 11116 Crdme ^ maqUUlage ' Un fond de teint ou un tonique pour 

Un Precede de technique par recombinaison, permettant 
dobtemr un echantillon de proteines metallothioneines (MT) ou la 
majorite des proteines MT comprennent un groupement prosthitique a 
ion Zn he, comprend : 

H'AnM^^T^ C ° nstrUction ' d es techniques de recombinaison 
dADN, dune cellule de production comprenant un produit de 
synthese d'ADN qui comprend une sequence d'ADN codant pour une 
MT presentant un interet et qui est capable de produire la MT. 
Cellule de production : 

LHomme de metier a a sa disposition de nombreuses cellules de 
production convenant en particulier a 1'expression heterology d'un 
gene presentant un interet. On pent utiliser dans 1'invention Tune 
quelconque d'entre cites. La cellule de production peut etre par 
exemple un microorganisme monocellulaire, par exemple un 
procaryote, ou un microorganisme non-monocellulaire, par exemple un 
eucaryote. 

A titre d'exemples preferes de cellules eucaryotes, on peut citer 
les cellules fongiques filamenteuses. Les .champignons fllamenteux. 
comprennent toutes les formes filamenteuse des subdivisions 
Eumycota et Oomycota (telles que definies par Hawksworth et al., 
1995, ci-dessus). Dans une forme de realisation particulierement 
preferee, la cellule fongique filamenteuse est une cellule de 1'une des 
especes suivantes, mais sans limitation, Acremonium, Aspergillus 
Fusanum, Humicola, Mucor, Myceliophthora, Neurospora, Penicillium, 
Th ie iav ia) Tolypocladium et Trichoderma, ou un teleomorphe ou 
synonyme de ces derniers. En particulier, la cellule peut appartenir a 
une espece de Trichoderma, de preference Trichoderma harzianum ou 
Tnchoderma reesei, ou a une espece d'Aspergillus, tout specialement 
Aspergillus oryzae ou Aspergillus niger, ou a une espece de Fusarium 
tout specialement un Fusarium sp. ayant la caracteristique 
d identification Fusarium ATCC 20334, comme decrit plus en detail 
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dans la demande PCT/US/95/07743. 

Les cellules fongiques peuvent etre transformees par un 
processus impliquant la formation d'un protoplaste, la transformation 
des protoplastes, et la regeneration de la paroi cellulaire d'une maniere 
connue en soi. Des modes operatoires convenant a la transformation 
de cellules notes Aspergillus sont decrites dans EP 238 023 et Yelton et 

fl-llT;^^ ° f Nati ° naI Acad6my 0f Sciences USA, 
81.1470-1474. Un precede convenant a la transformation de 1'espece 

fusanum est decrit par Malardier et al., 1989, Gene 78:147-156, ou 
dans la demande de brevet US simultanement pendante deposee sous 
le N° de serie 08/269 449. 

Une autre cellule de production eucaryote preferee est constitute 
d une cellule de levure, telle que Saccharomyces cerevisiae. Voir 
«Becker et Guarente, dans Abelson J.N. et Simon M.I., eds, Guide to 
Yeast Genetics ADN Molecular Biology, Methods in Enzymology 
volume 194, page 182-187, Academic Press. In., New York ; itoet £ 
1983, pour une description plus poussee de cellules de levure 
appropriees. 

Parmi les cellules procaryotes preferees, on peut citer une cellule 
provenant de souches gramme positives, notamment les especes de 
Bacillus telles que Bacillus subtilis, Bacillus lentus, Bacillus brevis, 
Bacillus stearothermophilus, Bacillus alkalophilus, Bacillus 
amylohquefaciens, Bacillus coagulans, Bacillus circulans, Bacillu 
autus Bacillus thurigiensis, ou en particulier Bacillus licheniformis 
T ° lr ^"-ent Protorols in Molecular Biolog y, Hohn Wiley ADN Sons, 
inc., NY 1987 ; et Bacillus subtilis ADN Other Gram-Positive Bacteria, 
Sonensheim et al., 1993, American Society for Microbiology, 
Washington D.C., pour une description plus poussee de cellules 
appropriees de Bacillus. 

La cellule de production procaryote la plus preferee est une 
cellule de E. coli, et une forme de realisation de 1'invention concerne la 
composition cosmetique et/ou pharmaceutic^ telle que decrite, dans 
laquelle la cellule de production est une cellule de E. coli, et Hsolement 
de la MT produite est effectue par separation des cellules de E. coli du 
milieu, suivie d'une lyse des cellules et d'un isolement des proteines 
MT comprises dans le lysat cellulaire. Voir -Hannig G. et Makrides S., 
Strategies for optimizing heterologous protein expression in E. coli 
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Trends in Biotechnology, Fevrier 1998, 16, page 54-60», pour plus de 
details concernant E. coli en tant que cellule de production. 

Produit de synthese d'ADN (ou vecteur d'expression) qui 
comprend une sequence d'ADN codant pour une MT presentant un 
interet : 

Un produit de synthese d'ADN (ou vecteur d'expression) peut etre 
par exemple un vecteur tel qu*un plasmide, qui apres transformation 
dans la cellule de production est maintenu en tant que vecteur extra- 
chromosomique a auto-replication, ou encore le vecteur s'integre lui- 
meme dans le chromosome de la cellule de production pour que le 
vecteur soit maintenu en tant qu'integrant chromosomique. LTiomme 
de metier dispose de nombreux systemes pour introduire un gene 
presentant un interet dans une cellule de production, et reference est 
faite aux documents ci-dessus, en liaison avec les cellules de 
production preferees specifiques, pour identifier les systemes 
convenant a la cellule de production specifiquement choisie. 

La cellule de production doit etre capable de produire la MT. 
Le fait que la cellule synthetisee doive etre capable de produire la 
MT exige. generalement que la cellule de production comprenne des 
elements tels qu'un promoteur approprie, un terminateur de 
transcription, des elements affectant 1'initiation de la traduction et des 
terminateurs de traduction. Tous ces elements sont bien connus de 
lTiomme de metier, et ce dernier dispose en outre d'elements 
supplementaires correspondant a la cellule de production choisie. Une 
fois de plus, reference est faite aux documents ci-dessus, en liaison 
avec les cellules de production preferees particulieres, dans le but 
d'identifier les systemes specifiques convenant a la cellule de 
production specifique choisie. 

Etape (b) : culture de la cellule de production dans un milieu 
approprie, pendant un laps de temps approprie, dans des conditions 
appropriees dans lesquelles la cellule produit la MT : 

LTiomme de metier dispose de nombreux milieux appropries, et il 
connait les parametres temps, temperature, etc., qui garantissent le 
succes de la production de la proteine MT. Reference est faite aux 
documents ci-dessus en liaison avec les cellules de production 
preferees specifiques, dans le but d'identifier les conditions de culture 
et les milieux appropries et les milieux particuliers convenant a la 
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cellule de production specifique choisie. 

oroteiff^ : iS0 ' emem ^ Pr ° ,<ineS MT Pr0dU " es - te des 
protemes MT comprenant un groupement prostheUque a ions Zn lies 

l/homme de metier dispose d"un certain nombre de stratenes 
pour „ er ,es proteines MT, et .e choix d^tne proteine MT a P ^opriee 
quaere est une affaire de routine e, peut dependre de certain" 
acteurs, notamment du sort de ia MT, seion qu'elle est secretee dans 
productton" maUltenUe en SitUation '"^cellulaire dans la cellule de 

la CLHP T a V ?™ f eXemPleS d '* taPeS ™ ri * S d1s ° le ™<" 
ZrZ • 13 chromat °8raPhie en phase liquide haute 

performance en phase inversee et la chromatographie d'affmita. Voir 
par exemple .Affinity Chromatography: Principles & Methods 
Phaxmacta LKB Biotechno.ogy, Uppsala, Sweden, 1988. pour plus de 

. in duction de la transcription de 1, seonen,. ,. ■„ MT 

■ mmediatement sums rf> r °-" -tinn rtw. 7„ „■■ ^,, taj _ 

Dans une forme de realisation preferfe de 1'invention, le produit 

de uT s eSe T ^ '' 4taPe N dU PremiCr ^ n '~< « que 
d 'T ' a SeqUenCe d ' ADN «*»«« Pour la MT apres une 

mducnon approve, les ions zinc atan, ajoutas ensuite au milieu 

d*DN °l r T at T M aPr * S tadUCti0n dU PTOduit de 
P°" r transcnre la saquence d'ADN. 

le nJ^ff 4renCe ' i0nS Zn S ° nt aJouWs ™™adiatemem aprts que 
le produ,, de synthase d'ADN a at* indui. pour transcrire la sequence 

" U ' erme "'"""cdiatement. correspond de prafarence a un 
maxnnum de 45 minutes apras 1'induction, p luS prefarablement a un 

SSZT - minutes apr4s " nduction et — p>- 

preferablement a un maximum de 5 minutes aprts 1'induction 

cellme rf" ? emP ' e Pr<Wr4 6St Ce ' Ui OCl 13 Cellu,e de Production est une 
cellule de E. coll, et ou la saquence d'ADN codant pour la MT est sous 

le con trol e dun promoteur tac, inductible par 11PTG, 1'induction atant 
Is TnTrf "° n dlPT ° aU mi " eU - Cet P- f<rt « decrit 

( voi:^:rusr s ,es exempies de travaii * ia pr<sente descrip,i ° n 

tns D ' aut "; 5 sy«ames promoteurs inducibles approprias, 
specflques d\me cellule de production particuliare de choix, sont bien 
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connus de lliomme de metier, et reference est faite aux documents ci- 
dessus, en liaison avec les cellules de production preferees specifiques, 
pour identifier des systemes inductibles particuliers convenant a une 
cellule de production specifique. 

Utilisation djun polypeptide de f usion comp ren ant la MT et une 
sequence polypeptidique supplementa l capable de stabiliser la MT 

Dans une forme de realisation preferee, le produit de synthase 
d'ADN de l'etape (a) du premier aspect comprend une sequence d'ADN 
codant pour un polypeptide de fusion de la MT et une sequence 
polypeptidique supplemental capable de stabiliser la MT pendant 
l'etape de culture (b) du premier aspect. 

La raison en est que la proteine MT peut etre presente sous sa 
forme apoprotein pendant la production par recombinaison, de sorte 
que, comme on l'a dit ci-dessus, la proteine MT peut etre relativement 
instable. La technique anterieure decrit un certain nombre de ces 
polypeptides stabilisants supplemental appropries, tels que la 
proteine A staphylococcique, la beta-galactosidase, la proteine de 
liaison du maltose, ou la thioredoxine. On les prefere en particulier 
quand la cellule de production utilisee est E. coli. Pour ce qui concerne 
d'autres polypeptides stabilisants supplemental appropries, 
reference est faite a «Hannig G. et Makrides S., Strategies for 
optimizing heterologous protein expression in E. coli, Trends in 
Biotechnology, Fevrier 1998, 16, pages 54-60» (voir en particulier le 
tableau 2). 

Cette stabilite de la MT pendant l'etape de culture (b) doit etre 
mesuree par rapport a la difference entre la MT produite avec la 
sequence stabilisante supplemental et sans cette sequence. Dans les 
deux cas, il convient d'utiliser le meme precede de production, e'est-a- 
dire la meme cellule, le meme promoteur, les memes conditions de 
fermentation, le meme protocole d'isolement, etc. Puis on compare les 
quantites finales de la MT isolee obtenues. De preference, la quantite 
de la MT isolee finalement, quand on utilise un produit de fusion, est 
au moins deux fois plus grande que celle correspondant a la non- 
utilisation d'un polypeptide stabilisant supplemental, et plus 
particulierement la quantite de MT isolee finalement lors de I'utilisation 
d'un produit de fusion est au moins cinq fois superieure a ce qui se 
passe lors d'une non-utilisation d'un polypeptide stabilisant 
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supplementaire. 

De preference, la sequence polypeptidique supplementaire est 
capable de stabiliser la metallothioneine sous sa forme apoproteine. 

En outre, on prefere que la sequence polypeptidique 
supplementaire stabilise la MT, car elle est capable de diminuer la 
vitesse d'oxydation des groupes thiol (-SH) de cysteine de la MT, ce qui 
diminue la formation de ponts disulfure a l'interieur de la MT. 

Le polypeptide supplementaire fusionne a la MT peut etre elimine 
de la MT apres l'etape d'isolement (c) du premier aspect. Dans l'etat 
actuel de la technique, on peut pour cela utiliser de nombreuses 
techniques. Un exemple en est par exemple quand le produit de fusion 
ainsi obtenu comprend un site de clivage par une protease specifique 
intercalate. Le produit de synthese d'ADN utilise dans un exemple de 
travail de invention (pGEX-4Tl, voir ci-dessous) est un exemple d\ine 
telle situation. Dans cet exemple, le produit de fusion isole est le MT- 
site de clivage par le facteur X a -GST (le polypeptide stabilisant 
supplementaire). Par clivage avec le facteur X a , le polypeptide 
supplementaire qui s'est fusionne a la MT est elimine de la MT. 

De preference, le polypeptide supplementaire fusionne a la MT 
est lui aussi capable de stabiliser la MT isolee finale, de sorte que le 
polypeptide de fusion isole final comprenant le polypeptide stabilisant 
supplementaire est plus stable que la MT correspondante ne possedant 
pas le polypeptide stabilisant supplementaire. 

Cette stabilite supplementaire de la MT isolee finale doit etre 
mesuree par la difference de stabilite entre une proteine MT isolee avec 
et sans la sequence stabilisante supplementaire. De preference, on 
procede pour cela en introduisant la meme quantite de "MT seule" et 
de "MT fusionnee a la sequence stabilisante supplementaire" dans 
deux tubes a essais differents d'un tampon tris-HCl 50 mM, pH 7,0, 
25°C. Les echantillons sont maintenus pendant 4 heures, et on mesure 
pour les deux la quantite de proteines MT qui ont conserve leur 
groupement prosthetique a ion Zn lie. Inaptitude a conserver le 
groupement prothetique a ion Zn traduit la stabilite de la MT, car elle 
est relativement stable sous sa forme apoproteine (voir ci-dessus). De 
preference, un echantillon de MT a laquelle est fusionne le polypeptide 
supplementaire a au moins deux fois plus de proteines MT qui ont 
conserve leur groupement prosthetique a ion Zn lie qu'un echantillon 
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de MT sans la sequence stabilisante supplemental, et plus 
preferablement un echantillon de MT a laquelle est fusionne le 
polypeptide supplemental a au moins quatre fois plus de proteines 
MT ayant conserve leur groupement prosthetique a ion Zn lie qu'un 
echantillon de MT sans polypeptide supplemental fusionne. 

De preference, la MT est fusionnee a la sequence polypeptidique 
supplemental, de sorte que le polypeptide de fusion possede le 
polypeptide supplementaire au niveau du site N-terminal, et la MT au 
niveau du site C-terminal du produit de fusion. 

Tout specialement, la sequence polypeptidique supplementaire 
capable de stabiliser la MT comprend une sequence de l'enzyme 
glutathion-S-transferase (GST). L'enzyme GST porte le numero 2.5. 1.18 
de la classification des enzymes (E.C.), et catalyse la reaction «RX + 
glutathion OHX + R-S-G» . 

A la date du depot, la base de donnees «enzymes» de SWISS- 
PROT, disponible pour le public, comprenait un certain nombre de 
sequences appropriees d'enzymes GST, telles que (les noms d'entree de 
SWISS-PROT sont soulignes) : Q99735, GST2 HUMAN ; P46434, GT1 
ONCVO: P30112, GT26 FASHE ; P15964, GT26 SCHMA ; Q28035, 
GTA1 BOVIN ; Q09596, GTA1 CAEEL ; Q08392, GTA1 CHICK : 
P08263, GTA1 HUMAN ; et P13745, GTA1 MOUSE . 

La GST preferee est une enzyme GST de Schistosoma japonicum, 
ou un analogue de cette derniere a sequence apparentee. Cette enzyme 
porte la reference SWISS-PROT «P08515, GT26 SCHJA .. la sequence 
polypeptidique va des positions 1 a 218 de la sequence SEQ ID N°l, et 
est celle qui est utilisee dans un exemple de travail ci-apres (voir'ci- 
dessous). 

En consequence, dans une forme de realisation de invention, la 
sequence polypeptidique supplementaire capable de stabiliser la MT 
est une enzyme presentant une activite de GST, choisie dans 
l'ensemble comprenant : 

(a) un polypeptide comprenant une sequence d'acides amines 
telle que ressortant des positions 1 a 218 de la sequence SEC ID N°l ; 

(b) un analogue du polypeptide defini en (a), qui a une homologie 
d'au moins 70 % avec ledit peptide ; et 

(c) un fragment de (a) ou (b). 

En relation avec ce qui precede, un autre aspect de l'invention 
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concerne un polypeptide de fusion isole comprenant (i) un polypeptide 
de proteine metallothioneine fMTi ™™ Polypeptide 
, . . luliCillc (Mi comprenant un eroun<>mpnt 

enzyme GST choisie dans le groupe consistant en • 

telle Jie Un P ° lypepUde «»«I»«naat une sequence d'acides amines 
tdle que ressortant des positions 1 a 218 de la sequence SEC ID NM 

d'au mo ns^f 8 " 6 , d " P ° lyPeptide d4nni - W. Qui a une homolo^e 
a au moms 70 % avec ledit peptide ; et 

(c) un fragment de (a) ou (b). 

preferences? " "lu^ " MT "* une MT d < la de 
preference de la classe I humaine, et en particulier la MT de la classe I 

SWISS-PROT correspondante est .nom d'entree MT2 HUMAN • N° 

la P ZZTT C . TO279S " 13 S4qUenCe eat present de 

a position 1 a la position 61 de la sequence SEQ ID N°2 et elle est 

S nLTj Un eXemP ' e * traV£dl * ci-des ous^. La 

MT-II humaine peut aussi etre appelee MT-IIA humaine 

^lype D „d C e° n e*r e T danS fomle dC de ''*"*>. * 

(a u „ ? P MT ^ Ch0 ' Si danS le ^ «*»««•« en 

telle qui nres P enfr Ptlde , C ° mprenant une d'acides amines 

telle que presentee sur les positions 1 a 61 de la sequence SEQ ID 

(b) un analogue du polypeptide defini en (a) qui oresente „n, 
idennte d'au moins 70 % avec ledit polypeptide ; e, ' ™ 

(c) un fragment de (a) ou (b). 

nrorf "? eXemP ' e de ' raVail de Invention (voir ci-dessous) on 

produit un polypepdde de fusion comprenant la MT-I, humaine ayl" 
la sequence SEQ ID N°2 et !a GST de .a sequence SEQ ID MM 

isoia cl~Tn e ' nn : ena ° n C ° nCerne U " P°^P«e de fusion 
—nan de P r °<*« metallothioneine MT 

g;ou P :ris u Lfe o n upemem prosth4tique 4 - - » — — * 
te ..e q' u a i ^r^jszr ,7.rsr d ' acides 

N » 2 • positions l a 61 de la sequence SEQ ID 

(b) t un analogue du polypeptide defini en (a) qui presente une 
idennte d'au moins 70 % avec ledit polypeptide ; et 
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(c) un fragment de (a) ou (b) ; 

fusionne a (ii) une sequence polypeptidique d'enzyme GST 
choisie dans le groupe consistant en : 

(a) un polypeptide comprenant une sequence d'acides amines 
telle que ressortant des positions 1 a 218 de la sequence SEC ID N°l ; 

(b) un analogue du polypeptide defini en (a), qui a une homologie 
d'au moins 70 % avec ledit peptide ; et 

(c) un fragment de (a) ou (b). 

L'identite du polypeptide dont il est question ci-dessus est 
determinee par le degre d'identite entre deux sequences, ce qui indique 
que la premiere sequence derive de la seconde. L'identite peut etre 
avantageusement determinee a Taide de programmes informatiques 
connus dans la technique, tels que le GAP (disponible dans le progiciel 
GCG (Program Manual for the Wisconsin Package, version 8, Aout 
1994, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, 
Wisconsin, USA 53711) (Needleman SB et Wunsch, CD (1970), Journal 
of Molecular Biology 48, 443-453). 

EXEMPLES 

Methode generate de biologie moleculaire : 

Sauf mention contraire, les manipulations et transformations de 
l'ADN sont realisees par utilisation de techniques classiques de la 
biologie moleculaire (Sambrook et al. (1989) Molecular cloning: A 
laboratory manual, Cold Spring Harbor lag., Cold Spring Harbor, NY ; 
Ausubel, F.M. et al. (eds) : "Current protocols in Molecular Biology", 
John Wiley ADN Sons, 1995 ; Harwood, C.R. et Cutting S.M. (eds). 

Les enzymes pour les manipulations de TADN sont utilisees 
selon les recommandations des fournisseurs. 

Enzymes pour manipulations d'ADN 

Sauf mention contraire, toutes les enzymes destinees a des 
manipulations de 1'ADN, telles par exemple que les endonucleases de 
restriction, les ligases, les polymerases pour PCR, etc., sont obtenues 
aupres de New England Biolabs, Inc. 

Exemple 1 

Svnthese d 'un plasmide comprenant une sequence codant pour 
la metallothioneine-IIA humaine fusionnee a un peptide de glutathione 
S-transfe rase pour obtenir un produit de fusion «MT-IIA-GST» : 

On obtient TADNc de la MT-IIA humaine par transcription 
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inverse d*un ARNm pouvant etre obtenu d'apres Karin & Richards ; 
Nature 299:797-802 (1982), et aimablement fournis par eux 
(Department of Genetics, Australian National University). La sequence 
d'acides amines de la MT-IIA humaine est presentee entre les positions 
1 et 61 de la sequence SEQ ID N°2. L'ADNc de la MT-IIA est clone dans 
le plasmide pUC13 (qui possede une origine de replication de E. coli), 
en etant insere entre les sites Hindlll et BamHI a Tinterieur de son 
lieur multisites. 

La MT-IIA est clonee dans le vecteur d 'expression pGEX-4Tl 
(pour la sequence complete, voir le numero d 'identification Genbank 
«XXU13853»). Le vecteur pGEX-4Tl comprend le promoteur tac 
inductible par HPTG, le gene de resistance a l'ampicilline et un lieur 
multisites pour doner des genes dans le cadre de lecture de l'extremite 
3' du gene codant pour I'enzyme glutathion-S-transferase (GST) de 
Shistosoma japonicium. Ledit gene de la GST comprend la sequence 
polypeptidique allant des positions 1 a 218 de la sequence SEQ ID N°l. 
Le polypeptide de fusion ainsi obtenu possede la GST en tant que 
partie N-terminale, la mT-IIA en tant que partie C-teminale, avec fusion 
par une sequence polypeptidique comprenant un site de clivage par le 
facteur X a . 

Dans le cas present, les etapes sont les suivantes : 

1. Amplification PCR de l'ADNc de la mT-IIA et introduction de 
sites appropries de restriction par l'intermediaire d'amorces pour PCR. 

2. Purification du fragment PCR. 

3. Digestion du fragment PCT et du vecteur de clonage. 

4. Transformation. 

5. Detection des clones transformes. 

6. Sequengage. 

La matrice d'ADN servant a la reaction PCR est un mini-prep 
plasmidique de la MT-IIA, clone dans le pUC13. Les oligonucleotides 
(amorces pour PCR) utilises sont prepares par Amersham-Pharmacia 
Biotech. Ces sequences sont specifiques de la MT-IIA et introduisent 
les sites de restriction BamHI-Sall pendant l'amplification PCR. La 
reaction PCR est realisee sous forme d'une reaction «Hot Start* a 
depart chaud. 

Le fragment PCR obtenu est purifie par electrophorese sur gel 
(agarose a 1 %) et est digere par les enzymes de restriction BamHI et 
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Sail. Le vecteur pGEX-4Tl est digere par ces memes enzymes. Le 
fragment PCR est ligature dans le vecteur, transforme en cellules 
competentes de E. coli DH5a, et les clones positifs (c'est-a-dire 
comprenant le gene de la MT-IIA) sont verifies par une carte de 
digestion par des enzymes de restriction. Finalement, on verifie par 
sequengage d'ADN la sequence du gene de la MT-IIA d'un clone positif 
(ayant un plasmide pGEX-4Tl-MT-IIA). 
Exemple 2 

Expression et purification par recombinaison du produit de 
fusion «MT-IIA-GST» de Texemple 1 

On utilise un fermenteur automatique Biostat U (Braun 
Bioteech), qui est couple a un systeme de recuperation de masse 
cellulaire automatique, Westfalia Separator (Braun Biotech). Ce dernier 
possede une centrifugeuse (modele CSA- 1-06-475) commandee par un 
programme (TVE-OP 76/0). 

La fermentation est effectuee comme suit : 

1. Incubation jusqu'au lendemain, dans un milieu LB avec 
ampicilline a 37°C, d'un clone de E. coli comprenant un plasmide 
pGEX-4T 1 -MT-2A ; 

2. Ensemencement, par cette culture, d'un nouveau milieu LB 
avec ampicilline ; 

3. Croissance jusqu'a une densite d'environ 10 8 cellules par 
millilitre de milieu a 37°C ; 

4. Induction par IPTG ; 

5. Addition de ZnCl 2 ; 

6. Incubation pendant 3 heures, calculees a partir du moment de 
^induction ; 

7. Interruption de la croissance de la culture et recuperation de 
la masse cellulaire ; 

8. Centrifugation a 7700 g pendant 10 minutes pour eliminer le 
reste du milieu de culture cellulaire et recuperation de la masse 
cellulaire, qui est utilisee pour purifier la proteine MT-IIA-GST. 

Pour la purification de Textrait proteique obtenue apres 
sonication de la masse cellulaire recuperee, on utilise une matrice 
inerte de sepharose 4B. On lie a la matrice des molecules de 
glutathion, ce qui donne une matrice de gel d'affinite (c'est-a-dire que 
la GST (et done la MT-IIA-GST) se lie au glutathion). L'extrait proteique 
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est applique sur une colonne comprenant cette matrice d'affinite, et on 
elue ensuite le produit de fusion MT-IIA-GST. 

La purete et 1'entierete du compose MT-IIA-GST sont analysees 
par electrophorese sur gel de SDS-acrylamide, la coloration utilisant 
du bleu de Coomassie ou une coloration a l'argent. Une seule bande 
est identifiee, c'est-a-dire qu'il ny a aucune contamination importante, 
et les dimensions de la bande sont celles qui sont prevues quand on 
les compare a celles d"un etalon de masse moleculaire. 

La quantification du produit MT-IIA-GST est effectuee par la 
methode calorimetrique de Bradford, a 1'aide d'une analyse de proteine 
Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad). 

On procede a une confirmation de la fonctionnalite de la 
coordination metallique par spectrometrie d'emission par plasma a 
couplage inductif (ICPAES), qui montre que les metaux sont lies a la 
MT-IIA a l'interieur du produit de fusion MT-IIA-GST. 

Exemple 3 : 

Exemples de composit ions cosmetioues dans lesouelles on a 
incorpore un produit MT-IIA-GST de l'exemple 2 

Tous les chiffres sont des pourcentages en poids par rapport a la 
composition. 

Gel pour le bain 



Eau 

Laurylsulfate de sodium ethoxyle a 28 % 
Conservateur 

PEG-4, (alkyle gras derive de lliuile de colza)- 
amide 

(Alkyle gras derive de lliuile de copra) amide- 
propylbetalne a 30 % 

PEG-7 sel de glyceryle de l'acide gras derive 

de ITiuile de copra 

MT-IIA-GST 

Parfum 

Triethanolamine a 99 % 
CI 16035 
CI 19140 

Chlorure de sodium 



0,5 

0,06 

0,04 

0,2 

0,15 



1,0 

0,00001 



0,3 



qsp 100 

55,0 

0,05 



16,0 
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Savon liquide 






Eau 


qsp 100 




Hydroxypropylguar-chlorure dTiydroxypropyl- 






trimonium 


0,2 


5 


Acide citrique 


0,03 




iAE-lauryl sulfate a 40 % 


30,0 




Conservateur 


0,5 




(Alkyle gras derive de lTiuile de copra) amide- 






propylbetalne a 30 % 


8,0 


10 


Dimethicon copolyol 


0,5 




PEG-7 sel de glyceryle de l'acide gras derive 






de lTiuile de copra 


0,5 




uecyi-polyglucose a 50 % 


2,0 




Par turn 


0,4 


1 ^ 
ID 


TV/TT* TT A /~* C"T 

Ml-llA-Cjrbr 


0,00001 




Shampoine 






E>au 


qsp 100 




Conservateur 


0,5 




(Alkyle gras derive de lTiuile de copra) - 




on 


amide-propylbetai'ne a 30 % 


4,0 




(Alkyle gras denve de lTiuile de copra) - 






amide-oxyde de propylamine a 30 % 


5,0 




Laurylsulfosuccinate de sodium ethoxyle a 30 % 


17,0 




/All _ _1 - J - - -J | H • « _ . 

(Alkyle gras derive de ltiuile de copra)- 




25 


amide MEA 


1,3 




(Olefine en C14-16)-sulfonate de sodium a 




37 % 


12,0 




Eau 


15,0 




Acide lactique 


0,1 




Chlorure de sodium 


0,5 




Parfum 


0,5 




\/lT IT A t~> OT 

Ml-llA-Lrol 


0,00001 




ShamDoing conditionnant : 






Hydroxypropylguar-chlorure d Tiydroxypropyl- 




35 


Trimonium 


0,1 




Eau 


qsp 100 




Acide lactique 


0,2 
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Lauiylsulfate de sodium ethoxyle a 27 % 32,0 

Conservateur 0 5 ' 

Polyquaternium-39 1 ' 5 
(Alkyle gras derive de lliuile de copra)- 

amide-propylbetaine a 30 % 6 0 

Oxyde de stearamine a 25 % j 5 

Decylpolyglucose a 50 % 5 ' 0 
Distearate de glycol (20 % ; LESS (5 %) ; 
(alkyle gras derive de ITiuile de copra) 

amide DEA (10%) 20 

PEG-55 oleate de porpyleneglycol a 50 % 0 8 
MT-IIA-GST 
Parfum 



3,0 
0,7 
0,07 



0,00001 
0,3 

Copolymere styrene/acryiate 0 5 
Eau 

Chlorure de sodium 
CI 19140 
Toniaue capillairp 
Eau 

qsp 100 

Alcool denature 30 Q 

Copolymere PVP/VA 2 5 

Conservateur 0 ' 2 

PEG-40 huile de ricin hydrogenee 0 5 

Parfum " " ^ 

Triethanolamine a 50 % 0 02 

MT " IIA - GST 0,0001 

CI 16225 ; CI 47005 ; CI 42051 0 06 
CI 19140 

Baume apres rasap ;e 
Eau 



Copolymere reticule acrylates/acrylate 

d 'alkyle en Cl 0-30 03 

Glycerol 2 ' Q 

Aloe barbadensis g Q 

Triethanolamine a 99 % 015 

EaU 0,'l5 

Alcool denature 10 0 



0,01 
qsp 100 
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Menthol 
BHT 

Conservateur 
PPG- 15 stearylether 
5 Parfum 
Bisabolol 
MT-IIA-GST 
EDTA disodique 





Lotion de bronzage SPF 20 




10 


Stearate de PEG 50%; stearate de glyceryle 50% 


6,0 




Vaseline 


0,5 




Alcool cetylique 


2,5 




Paraffine liquide 


9,0 




Methoxycinnamate d'octyle 


9,0 


15 


Benzophenone-3 


3,5 




Triticum vulgare 


1,5 




BHT 


0,1 




Eau 


qsp 100 




Propyleneglycol 


2,0 


20 


Conservateur 


0,7 




Parfum 


0,3 




MT-IIA-GST 


0,0001 




Dioxyle de titane 


3,0 




Lotion de bronzase (protection movennel 




25 


Stearate de glyceryle ; cetet h-20 


3,0 




Alcool stearylique ; steareth 7 ; steareth 10 


2,5 




Alcool cetylique 


1,0 




Triglyceride caprylique/caprique 


4,0 




BHT 


0,1 


30 


Triticum vulgare 


3,0 




Benzophenone-3 


1,0 




Paraffine liquide 


7,0 




Methoxycinnamate d'octyle 


4,0 




Eau 


qsp 100 


35 


Parfum 


0,35 




Conservateur 


0,7 




MT-IIA-GST 


0,0001 



0,2 

0,05 

0,5 

3,0 

1,25 

0,1 

0,0001 
0,1 
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Toniaue pour le visage 

Eau qsp 100 

Rosa canine 15,0 
Conservateur 0,5 
5 Propyleneglycol 2,5 

MT-IIA-GST 0,00001 
Parfum 0, 1 

PEG-40 huile de ricin hydrogenee 0,6 
CI 16035 qs 

10 Lotion humectante 

Steareth-2 2,4 
Steareth-2 1 1 ? 6 
PEG- 15 steaiylether 4,0 
ParafFine liquide 3,0 

15 Conservateur 0,6 

Alcool cetylique 3,0 

Benzophenone-3 0,5 
Triticum vu lgare 1 ,o 

BHT oil 

20 Cire blanche 1,0 

Propyleneglyco 1 2,5 

Eau qsp 100 

Dimethicon copolyol 2,0 

Parfum 0,4 

25 MT-IIA-GST 0,0001 

Gel-creme 

Glycerol 2,5 

Eau qsp 100 
Copolymere reticule acrylates/aciylate 

30 d'alkyle en C 10-30 0,4 

Carbomere 0,35 

Conservateur 0,5 

BHT o.'l 
Sel d'octyle de l'acide gras derive de lliuile 

35 de copra 6,0 

Dimethicon copolyol 1,0 

Triglyceride caprylique/caprique 3,0 



27 

Triticum vulgare 
Parfum 

Triethanolamine a 99 % 

MT6IIA-GST 

Creme de. niaguillage 

Cetyl-dimethicon-copolyol 

Oleate de polyglyceryle-3 

Cetyl-dimethicon 

Palmitate d'octyle 
Huile de ricin hydrogenee 
Cire d'abeille 
Oleate de decyle 
Dimethicon 350 cSt 
Stearate d'octyle 
Cyclomethicon 
Oxydes de fer bruns 

Dioxyde de titane rouge, jaune, noir 
Eau 

Chlorure de sodium 

Propyleneglycol 

MT-IIA-GST 

Eau atomique (tonig^ pour la p „ Qll> 
Eau 

Copolymere reticule acrylates/acrylate 

d'alkyle en C 10-30 

Conservateur 

Quaternium-15 

Parfum 

PEG-40 huile de ricin hydrogenee 
Eau 

MT-IIA-GST 
Dimethicon copolyol 
Triethanolamine a 99 % 
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3,0 
0,2 
0,65 
0,00001 

2,0 

0,75 

2,0 

3,0 

0,4 

0,8 

1,0 

0,25 

3,0 

15,0 

0,3 

2,10 

qsp 100 

0,5 

2,0 

0,00001 

qsp 100 

0,05 
0,05 
0,05 
0,2 

1,1 
1,0 

0,0000 1 

0,4 

0,75 
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LISTE PES gEQTJENCEg 
<110> Provital S.A. 
<160> 2 

<170> Paten tin Ver. 2.1 
<210> SEQ ID NO 1 
<211> 218 
<212> PRT 

<213> GST de Schistosoma japonicum 
<400> 

Met Ser Pro He Leu Gly Tvr Tm r«« ti t 

^ lyr Trp Lys He Lys Gly Leu Val Gin Pro 

5 10 15 

20 25 30 

Tyr Glu Arg Asp Glu Gly Asp Lys ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ 

35 4 ° 45 

Gly Leu Glu Phe Pro Asn Leu Pro Tyr Tyr He Asp Gly Asp Val Lys 

55 60 

Leu Thr Gin Ser Met Ala Xle Xle Ar g Tyr He Ala Asp Lys His Asn 

70 7 5 80 

85 90 95 

Gly Ala Val Leu Asp He Arg Tyr Gly val Ser Arg He Ala Tyr Ser 
100 105 110 

Lys Asp Phe Glu Thr Leu Lys Val Asp Pne Leu Ser Lys Leu Pro Glu 
115 120 125 

Met Leu Lys Met Pne Glu Asp Arg Leu Cys His Lys Thr Tyr Leu Asn 
130 135 140 

Gly Asp His Val Thr His Pro Asp Phe Met Leu Tyr Asp Ala Leu Asp 



ISO 155 



160 
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Val Val Leu Tyr Met Asp Pro Met 
165 

Val Cys Phe Lys Lys Arg lie Glu 
180 

Leu Lys Ser Ser Lys Tyr lie Ala 
195 200 

Thr Phe Gly Gly Gly Asp His Pro 
210 215 



Cys Leu Asp Ala Phe Pro Lys Leu 
170 175 

Ala lie Pro Gin lie Asp Lys Tyr 
185 190 

Trp Pro Leu Gin Gly Trp Gin Ala 
205 

Pro Lys 



<210> SEQ ID NO 2 

<211> 61 

<212> PRT 

<213> MT-n humaine 



<400> 2 



Met Asp Pro Asn Cys Ser Cys Ala Ala Gly Asp Ser Cys Thr Cys Ala 
1 5 10 15 

Gly Ser Cys Lys Cys Lys Glu Cys Lys Cys Thr Ser Cys Lys Lys Ser 
20 25 30 

Cys Cys Ser Cys Cys Pro Val Gly Cys Ala Lys Cys Ala Gin Gly Cys 
35 40 45 

He Cys Lys Gly Ala Ser Asp Lys Cys Ser Cys Cys Ala 
50 55 60 
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REVENDICATIONS 
1. Composition cosmetique et/ou pharmaceutique sous forme 
d'un gel, d'une creme, d'un onguent, d'un savon ou d'une lotion 
corporelle, pour la protection externe des tissus humains ou animaux 
(a) contre un contact par des metaux lourds et/ou (b) contre un 
rayonnement ultraviolet, caracterisee en ce qu'elle comprend des 
proteines metallothioneines (MT), ou la majorite des proteines MT 
comprennent un groupement prosthetique a ion Zn lie, et caracterisee 
en ce qu'elle peut etre obtenue par un precede comprenant les etapes 
suivantes : 

(a) construction, par des techniques de recombinaison d'ADN, 
d'une cellule de production comprenant un produit de synthese d'ADN 
qui comprend une sequence d'ADN codant pour une MT presentant un 
interet et qui est capable de produire la MT ; 

(b) culture de la cellule de production dans un milieu approprie, 
pendant un laps de temps approprie, dans des conditions appropriees, 
dans lesquelles la cellule produit la MT, et ou le milieu comprend des 
ions Zn en une quantite molaire suffisante pour garantir que la 
majorite des proteines MT produites vont comprendre un groupement 
prosthetique a ion Zn lie, et que le milieu ne comprend essentiellement 
pas d'ions Pb, Cd, Cu, Ag, Hg ou Bi ; 

(c) isolement des proteines MT produites, la majorite des 
proteines MT comprenant un groupe protetique a ion Zn lie. 

2. Composition cosmetique et/ou pharmaceutique selon la 
revendication 1, caracterisee en ce que le produit de synthese d'ADN de 
l'etape (a) n'est capable que de transcrire la sequence d'ADN codant 
pour la MT apres une induction appropriee, les ions zinc etant ensuite 
ajoutes au milieu avant ou immediatement apres induction du produit 
de synthese d'ADN pour transcription de la sequence d'ADN. 

3. Composition cosmetique et/ou pharmaceutique selon les 
revendications 1 ou 2, caracterisee en ce que la sequence d'ADN 
codant pour la MT est sous le controle d'un promoteur tac, inductible 
par l'lPTG, l'induction etant effectuee par addition dlPTG au milieu. 

4. Composition cosmetique et/ou pharmaceutique selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que la cellule 
de production est une cellule de E. coli, et l'isolement de la MT 
produite est effectue par separation des cellules de E. coli du milieu, 



2813529 



suivie d*une lyse des cellules et d\in isolement des proteines MT 
comprises a Tinterieur du lysat cellulaire. 

5. Composition cosmetique et/ou pharmaceutique selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 4, caracterisee en ce que le produit 
de synthese d'ADN de Tetape A de la revendication 1 comprend une 
sequence d'ADN codant pour un polypeptide de fusion de la MT et une 
sequence polypeptidique supplemental capable de stabiliser la MT 
pendant l'etape de culture B de la revendication 1 . 

6. Composition cosmetique et/ou pharmaceutique selon la 
revendication 5, caracterisee en ce que la sequence polypeptidique 
supplementaire est capable de stabiliser la metallothioneine sous sa 
forme aproproteine. 

7. Composition cosmetique et/ou pharmaceutique selon l'une 
quelconque des revendications 5 ou 6, caracterisee en ce que la 
sequence polypeptidique supplementaire stabilise la MT du fait qu'elle 
est capable de diminuer la vitesse d'oxydation des groupes thiol (-SH) 
de la cysteine de la MT, ce qui diminue la formation des ponts 
disulfure a Tinterieur de la MT. 

8. Composition cosmetique et/ou pharmaceutique selon Tune 
quelconque des revendications 5 a 7, caracterisee en ce que le 
polypeptide supplementaire fusionne a la MT est elimine de la MT 
apres Petape d'isolement (c) de la revendication 1. 

9. Composition cosmetique et/ou pharmaceutique selon Tune 
quelconque des revendications 5 a 7, caracterisee en ce que le 
polypeptide supplementaire fusionne a la MT est de meme capable de 
stabiliser la MT isolee finale de telle sorte que le polypeptide de fusion 
comprenant le polypeptide stabilisant supplementaire soit plus stable 
que la MT correspondante sans le polypeptide stabilisant 
supplementaire . 

10. Composition cosmetique et/ou pharmaceutique selon Tune 
quelconque des revendications 5 a 9, caracterisee en ce que la MT est 
fusionnee a la sequence polypeptidique supplementaire capable de 
stabilisation de telle sorte que le polypeptide de fusion possede le 
polypeptide supplementaire au niveau du site N-terminal et la MT au 
niveau site C-terminal du produit de fusion. 

11. Composition cosmetique et/ou pharmaceutique selon Tune 
quelconque des revendications 5 a 10, caracterisee en ce que la 
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sequence polypeptidique supplemental capable de stabUiser la MT 
comprend une sequence de 1'enzyme glutathion-S-transferase (GST), de 
preference d 'une enzyme GST de Schistosoma japonicum. 

12. Composition cosmetique et/ou pharmaceutique selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 11, caracterisee en ce la MT est une 
MT de la classe I, de preference une MT de la classe I humaine et en 
particulier la MT de la classe I humaine MT-II A. 

13. Composition cosmetique et/ou pharmaceutique selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 12, caracterisee en ce qu'elle 
comprend en outre un excipient inerte d'un point de vue physiologique 
convenant a une administration topique. 

14. Composition cosmetique et/ou pharmaceutique selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 13, caracterisee en ce que la 
composition comprend de 0,0000001 a 10 % (en poids) du polypeptide 
MT, de preference de 0,000001 a 5 % (en poids) du polypeptide MT, 
encore plus preferablement de 0,0000005 a 1 % (en poids) du 
polypeptide MT et de facon encore plus preferee de 0,000005 a 
0,0005 % en poids du polypeptide MT. 

15. Composition cosmetique et/ou pharmaceutique selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 14, caracterisee en ce que la 
composition est un gel pour le bain, un savon liquide, un shampoing, 
un shampoing conditionnant, un tonique capillaire, un baume apres 
rasage, une lotion de bronzage (de preference de protection moyenne), 
un tonique pour le visage, une lotion humectante, un gel-creme, une 
creme de maquillage, une fond de teint ou un tonique pour la peau. 

16. Utilisation de la composition selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 15, pour la protection cosmetique externe de tissus 
humains ou animaux contre (a) un contact par un metal lourd et/ou 
(b) un rayonnement par une lumiere ultraviolette, par administration 
topique de la composition sur les tissus. 



